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L'invention se rapporte a une nouvelle utilisation de composes derives 
d'ellipticine et d'aza-ellipticine pour la preparation d'un medicament utile pour le 
traitement de maladies genetiques resultant de l'alteration des processus d'epissage. 
Les composes derives d'ellipticine et d'aza-ellipticine sont deja connus en 
5 tant que mol6cules intercalantes pour corriger Ie disfonctionnement de l'expression 
genetique, notamment la replication. Elles ont ete plus specifiquement decrites pour 
le traitement de maladies telles que le cancer, la leucemie et le SIDA (FR 2 627 493, 
FR 2 645 861, FR 2 436 786). 

Le processus d'epissage intracellulaire consiste a 61iminer les introns des 

10 ARN pre-messagers de facon a produire un ARN messagers mature exploitable par 
la machinerie de traduction de la cellule (Sharp, P.A. (1994). Split genes and RNA 
splicing. Cell 77, 805-815). Dans le cas d'epissages alternatifs, un meme precurseur 
peut etre a 1'origine d'ARN messagers codant pour des proteines ayant des fonctions 
distinctes (Black, D.L. Mechanisms of Alternative Pre-Messenger RNA Splicing. 

15 Annu.Rev.Biochem.2003.In press). La selection precise des sites d'epissage 5' et 3 ' 
est done un mecanisme generateur de diversit6 et peut conduire a une regulation de 
l'expression des genes en fonction du type de tissu ou au cours du developpement 
d«un organisme. Parmi les facteurs impliqu6s dans cette selection, on trouve une 
famille de proteines appelees SR, caracterisees par la presence d'un ou deux 

20 domaine(s) de liaison a TARN de type-RRM et un domaine riche en residus 
arginine et serine appele domaine RS (Manley, J.L. and Tacke, R (1996). SR 
proteins and splicing control. Genes Dev. 10, .1569-1579). En se fixant sur de 
courtes sequences exoniques ou introniques du pre-mRNA, appelees ESE (Exonic 
Splicing Enhancer) ou ISE (Intronic Splicing Enhancer), les proteines SR sont 

25 capables d'activer, de facon dose-dependante, des sites d'epissages suboptimaux et 
de psrmeitre Tinclusion d'exons (Graveley, B.R Sorting out the complexity of SR 
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fonne de variants d'epissage altematif (Ewing, B. and Green, P. Analysis of 
expressed sequence tags indicates 35,000 human genes. Nat.Genet.2000. 25, 232- 
234). Ce mecanisme est done une cible privilegiee d' alterations qui peuvent affecter 
les facteurs impliques dans la regulation de l'epissage et de mutations qui touchent 
5 les sequences necessaires a cette regulation. A l'heure actuelle, on estime 
qu'environ 50 % des mutations ponctuelles responsables de maladies genetiques 
induisent un epissage aberrant. Ces mutations peuvent interferer avec l'epissage en 
inactivant ou en cr6ant des sites d'epissage, mais aussi en modifiant ou en gdnerant 
des elements regulateurs de type « Splicing Enhancer » ou « Splicing Silencer » 
10 dans un gene particulier (Cartegni, L. et al., Listening to silence and understanding 
nonsense: exonic mutations that affect splicing. Nat.Rev.Genet.2002. 3, 285-298). 

Les strategies actuellement developp6es pour corriger ces defauts d'epissage 
reposent sur l'utilisation de differents types de molecules. 

Une strategie visant au developpement de nouvelles mol6cules permettant de 
15 corriger ou d'eliminer les epissages anormaux reposent par exemple sur ,1a 
surexpression de prolines qui interferent avec ce type d'epissage (Nissim-Rafinia, 
M. et al., Cellular and viral splicing factors can modify the splicing pattern of CFTR 
transcripts carrying splicing mutations. Hum.Mol.Genet.2000. 9, 1771-1778; 
Hofmann, Y. et al., Htra2-beta 1 stimulates an exonic splicing enhancer and can 
20 restore full-length SMN expression to survival motor neuron 2 (SMN2). 
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.2000. 97, 9618-9623). 

Une autre strategie repose sur l'utilisation d'oligonucl6otides antisens 
(Sazani, P. et al., Systemically delivered antisense oligomers upregulate gene 
expression in mouse tissues. Nat.Biotechnol.2002. 20, 1228-1233 ; Sazani, P. and 
25 Kole, R. Modulation of alternative splicing by antisense oligonucleotides. 
Prog.Mol.SubcelLBiol.2003. 31, 217-239) ou de PNA (Cartegni, L. et al., 
Correction of disease-associated exon skipping by synthetic exon-specific 
activators. Nat.Struct.Biol.2003. 10, 120-125) permettant respectivement d'inhiber 
ou d'activer un evenement d'epissage. 
30 Une autre strategie encore repose sur l'identification de composes qui 

influencent 1'efficacite d'epissage du pre-mRNA d'interet (Andreassi, C. et al., 
Aclarubicin treatment restores SMN levels to cells derived from type I spinal 
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muscular atrophy patients. Hum.Mol.Genet.2001. 10, 2841-2849). 

Enfin, une strategic bas£e sur 1'utilisation de l'epissage en trans pour 
remplacer des exons mutes a 6te decrite (Liu, X. et al., Partial correction of 
endogenous DeltaF508 CFTR in human cystic fibrosis airway epithelia by 
5 spliceosome-mediated RNA trans-splicing. NatBiotechnol. 2002. 20, 47-52). 

Un des inconvenient des strategies developpees et citees ci-avant pour 
corriger ou 61iminer les epissages anormaux est leur cout de production. En effet, le 
cout de production des oligonucleotides antisens qui doivent 6tre modifies pour 
ameliorer leur stabilite ou encore celui des molecules de type PNA est Sieve. 
10 Un autre inconvenient des strategies developpees et cities ci-avant est 

qu'elles requierent 1'utilisation de vecteurs d'expression, comme par exemple pour 
la strategic bas<§e sur 1'utilisation de l'6pissage en trans. 

Les inventeurs se sont donnes pour but de trouver d'autres molecules ayant la 
capacite d'inhiber les processus d'epissage des ARN pte-messagers, et ne prdsentant 
15 pas les inconvenients des molecules de Tart anterieur. 

Ainsi la presente invention concerne 1'utilisation de composes deriv6s 
d'ellipticine et/ou d'aza-ellipticine correspondant a la formule I suivante : 
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de CI a C3 lui-meme eventuellement substitue par un groupement phenyle, 
Rl represente : 

• un atome d'hydrogene ou d'halogene selectionne dans le groupe F, CI, Br et I, 

ou 

5 • un groupement -N-R6R7, 

ou R6 represente un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle de CI a C3, et 
R7 represente : 

• un cycle en C6, satine ou insature, comportant eventuellement un atome 
d'azote, et eventuellement substitu6 par un ou plusieurs groupements 

10 alkyles en CI a C3, ou 

• un groupement alkyle de CI a C6 lineaire Eventuellement substitue par un 

groupement tel que : 



15 



A. 



MeO 



N 



NH 



n — N 



ou , ou 




ledit groupement etant eventuellement substitue par un groupement alkyle en CI a 
' C3 lui-meme Eventuellement substitu6 par un groupement amine, 
♦ un groupement -NH-R8 

ou R8 represente un groupement alkyle- Y-R9R10 
20 ou le groupement alkyle represente un groupement de CI a C4 eventuellement 

insature et Y represente un atome de carbone ou d' azote et R9 et RIO 
represented chacun mdependamment un atome d'hydrogene ou un 
groupement alkyle en CI a C4 eventuellement substitue par un ou plusieurs 
groupements hydroxyle et/ou oxo, ou 
25 ♦ un groupement -C=N-OH ou -0-C(=0)(CH 3 ), 
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R2 represente un atome d'hydrogene, un grouperaent methyle ou un groupement - 
NH-(CH 2 )3-N(CH 3 ) 2) 

R3 et R5 repr6sentent chacun ind6pendamment l'un de 1 'autre un atome 
d'hydrogene ou un groupement methyle ou methoxymethyle, et 
5 les sels pharmaceutiquement acceptables desdits compos6s, leurs isomeres et/ou 
melanges de ceux-ci, 

pour la preparation d'un medicament utile pour le traitement de maladies genetiques 
resultant de l'alteration des processus d'epissage. 

Le premier avantage lte a 1'utilisation de derives .d'ellipticine selon 

10 1'invention pour corriger les defauts d'epissage est d'ordre financier. En effet, le 
cout de production de ces molecules est bien inferieur a celui des oligonucleotides 
antisens ou encore a celui des molecules hybrides de type PNA. 

Le second avantage des derives d'ellipticine selon ririvention tient a lew 
facility d'administration et au fait que cette strategie de traitement ne requiert pas 

15 1'utilisation de vecteurs d'expression. 

La penetration des molecules selon 1'invention a l'interieur des cellules et 
leur ciblage vers des tissus particuliers peuvent etre effectues soit en utilisant des 
polymeres (Uekama, K. et al., Cyclodextrins in drug carrier systems. 
Crit.Rev.Ther.Drug Carrier.Syst 1987. 3, 1-40) soit des vecteurs tels que peptides 

20 ou lipides (Prochiantz, A. Getting hydrophilic compounds into cells: lessons from 
homeopeptides. . Curr.Opin.Neurobiol. 1996. 6, 629-634 et Vives, E. et al., A 
truncated HIV-1 Tat protein basic domain rapidly translocates through the plasma 
membrane and accumulates in the cell nucleus. J.Biol.Chem. 1997. 272, 16010- 
16017) ou soit encore des particules telles que les nanoparticules et les lipsomes 

25 (Douglas, S.J. et al., Nanoparticles in drug delivery. Crit.Rev.Ther.Drug 
Carrier.3vsi. 1907. J. 233-261 et Gregoriadis. G. et c.L. Liposomes in drug deliver/. 
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Dans un mode de realisation encore plus preferentiel, les processus 
d'epissage sont soit constitutifs et/ou soit dependants de sequences regulatrices 
ESE. 

Dans un mode de realisation pr6ferentiel de l'utilisation des composes selon 
5 l'invention, lorsque X represente CR4, 

Rl represente un groupement -N-HR7 ou R7 represente une piperidine, ou un 

groupement -N-R8 ou R8 represente un groupement propyl-N-R9R10, ou un 

groupement -C=N-OH ou -0-C(=0)(CH 3 ), 

R2 represente un groupement methyle, 
10 R3 represente un atome d'hydrogene, 

R4 represente un groupement hydroxyle ou un atome d'oxygene substitue par un 

groupement methyle lui-meme eventuellement substitue par un groupement 

phenyle, et 

R5 represente un atome d'hydrogene ou un groupement methyle. 
15 Dans un autre mode de realisation preferentiel de l'utilisation des compose^ 

selon l'invention, lorsque X represente N, 

Rl represente un atome de chlore ou un groupement -N-R8 ou R8 represente un 
groupement propyl-N-R9R10, 

R2 represente un atome d'hydrogene ou un groupement methyle, et 
20 R3 et R5 represented un atome d'hydrogene, et 

R4 represente un atome d'hydrogene ou un groupement methyle. 

Dans .un mode de realisation tres preferentiel selon l'invention,. le compose 
est choisi dans le groupe constitu6 par : 

• laN'-(9-methoxy-5,6,l l-trimethyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazol-l-yl)-N,N- 
25 dimethyl-propane-1 ,3-diamine, 

• la N'-(2-methoxy-6,l 1 -dimethyl-5H-benzo[b]carbazol-l 0-yl)-N,N-dim6thyl- 
propane-1 ,3-diamine, 

• Tester de l'acide 9-hydroxy-5-methyl-6H-pyrido[4,3-b3carbazol-l-yl acetique, 

• lel-(3-dimethylamino-propylamino)5-methyl-6H-pyrido[4,6-b]carbazol-9-ol, 
30 • la9-methoxy-5-methyl-6H-pyrido[4,3-b] carbazole-l-carbaldehyde oxime, 

• l a N'(9-m6moxy-5-m6thyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazol-U-yl)-N,N-dimethyl- 
propane-1 ,3-diamine, 
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• la HN-diethyl-N'-C^m^tlioxy-S-m^thyl-eH-pyrido^.S-blcarbazol-l -yl)- 
propane- 1 ,3 -diamine, 

• l'allyl-(9-methoxy-5, 1 1 -dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazol-l -yl)-amine, 

• la N*l*,N*l*-Diethyl-N*4*-(9-methoxy-5-methyl-6H-pyrido[4 J 3-b]^ 
5 yl)-pentane-l,4-diamine, 

• l'iodure de 9-methoxy-l-[6-(9-mettoxy-5^ 
ylamino)-hexylamino]-2,5-dime&yl-6H-pyrido[4,3-b]carbazol-2-ium 

• la {3-(4(3-amino-propyl)-piperazin-l -yl]-propyl}-9-m6thoxy-5-m6thyl-6H- 
pyrido[4,3-b]carbazol-l-yl)-amine. 

10 • la (3-imdazol-l-yl-propyl)-9-mett^^ 
amine, 

• la (9-methoxy-5,6-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazol-l -yl)-(2,2,6,6-tetram6thyl- 
piperidin-4-yl)-amine, 

• 1'acide N-6thyl-N-[3-(9-methoxy-5,l l-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazol-l- 
15 ylamino)-propyl]-succinamique, 

• le 5, 1 l-dim6myl-l-(3-m6myl-butylamino)-6H-pyrido[4,3-b]carbazol-9-ol, 

• la N , -(9-ben2yloxy-6-m6moxymemyl-5-memyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazol-l -yl)- 
N,N-diethyl-propane-l ,3-diamine, 

• le 1 -(3-die&ylamino-propylaimno^ 
20 b]carbazol-9-ol, 

• le 9-methoxy-5-methyl-4,6-dihydro-3H-pyrido[4,3-b]carbazole, 

• le l-(3-di6thylamino-propylamino)-5,6,l l-trimethyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazol-9- 
ol, 

o la N* 1 *-(9-methoxy-5,l l-dimethyl-6H-pyridor4,3-b]carbazol-l -yl)-propane-l 3- 

25 diamine 
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• Tacide N-ethyi-N-[3-(6-ra6thyl-5H-pyrido[3%4' :4,5]pyn:olo[2,3-g]isoquinolin- 
1 0-ylamino)-propyl]-succinamique, 

• le 2-{(2-hyckoxy-6thyl)-^ 
isoquinolin-10-ylamino)propyl]-anuno}-6thanol, 

5 • laN,N-di6thyl-NH6-m^^ 
yl)-ethane-l ,2-diamine, 

• laN*l*K6-m6thyI-5H-pyrido[3M > :4,5]pyiTolo[23-g]isoquinol 

1,3-diamine. 

Dans un mode de realisation encore plus preferential selon Finvention, le 
10 composS utilise est choisi dans le groupe constituS par : 

• laN*-(2-m6thoxy-6,l l-dimethyl-5H-benzo[b]c^^ 
propane- 1 ,3-diamine, 

• la 10-chloro-2,6-dim6thyl-2H^ 

• la {3-[4(3-amino-propyl)-pipto 
15 pyrido[4,3-b]carbazoH-yl)-amine. 

Dans un mode de realisation selon rinvention, ledit m6dicament comprend. 
egalement un excipient pennettant de formuler les composes selon la fonnule I et 
ledit medicament se prSsente sous forme solide ou liquide pour Stre prepare et 
administre par voie intraveineuse. 

20 Les composes selon Pinvention seront administr6s de preference par voie 

intraveineuse a une concentration de 80-100 mg/m 2 (cf. Paoletti C. et aL> Antitumor 
activity, pharmacology, and toxicity of ellipticine, ellipticinium, and 9-hydroxy 
derivatives : preliminary clinical trials of 2-methyl-9-hydroxy ellipticinium (NSC 
264-137) in recent results in Cancer Research, vol 74, pp!08-123, 1980, G. Mathe 

25 and F.M. Muggia, Eds (Springer-Verlag Pbl). La concentration sera choisie par 
Thomme du metier selon Porgane ou tissu a traiter, P6tat d'avancement de la 
maladie, et le mode de ciblage utilise. 
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. l'acide N-eihyl-N-[3-(6-m^ 
1 0-ylamino)-propyl]-succinamique, 

• le 2-{(2-hydroxy-6thyl)-[3-(6-methyl-5H-pyrido[3%4^4,5]pyrrolo[2,3-g] 
isoquinolin- 1 0-ylamino)propyl]-amino}-ethanol, 

5 • laKN-di6%l-NM6-m^ 
yl)-6thane-l,2-diamine, 

. la N* 1 M6-me^yl-5H-pyrido[3'^^ 0-yl)-propane- 
1,3-diamine. 

Dans un mode de realisation encore plus preferentiel selon Invention, le 
10 compost utilise est choisi dans le groupe constitue par : 

• la N'-(2-methoxy-6,l l-dimdthyl-5H-benzo[b]carbazol-10-yl)-N,N-dimahyl- 
propane-1 ,3-diamine, 

• la 10-cMoro-2,6-dim6myl-2H-pyrido[3\4':4,5]pyrolo[2 5 3-g]isoqumoline, ~ 

• la {3-[40-ainiiio-pmpyl>pipdrazin-l-^ 
15 pyndo[4,3-b]carbazol-l-yl)-amine. 

Dans un mode de realisation preferentiel selon l'invention, les maladies 
genetiques resultant de l'alteration des processus d'epissage sont notamment le 
syndrome de frasier, la demence fronto-temporale, le parkinson lie au chromosome 
17, l'encephalopathie, la mucoviscidose atypique, des neuropathologies, et certains 

20 cancers dans lesquelles le processus global de l'epissage est affect. 

Dans un mode dfjeaKsation selon l'invention, ledit medicament comprend 
egalement un excipient permettant de. form'uier les composes selon la fonmileYet~" 
ledit medicament se presente sous forme solide ou liquide pour etre prepare et 
administr^ par voie intraveineuse. 

25 Les compost selon invention seront administres de preference par voie 

intraveineuse n une concentration de £0-1 00 ma/m 3 (cf. Taolem C. - t/ /„ Antitumor 
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Description des figures : 

Figure 1 : Analyse des produits d'epissage de PA-KN pre-messager Minx 
obtenus in vitro en presence de differents composes. La structure des differents 
5 produits d'epissage est indiquee. Le trait represente Pintron soit sous forme lineaire 
ou en lasso (*). Les rectangles represented les deux exons du Minx. 

Figure 2 : Analyse des produits d'epissage de PARN pre-messager M3S1 
obtenus in vitro en presence de differents composes. La structure des differents 
10 produits d'epissage est indiquee. Les rectangles sont les exons. La partie noire du 
rectangle repr6sente PESE. Le trait repr6sente Pintron soit sous forme lineaire ou en 
lasso (*). 

Figure 3 : Analyse de la formation des complexes d'epissage sur PAKN pfe- 
15 messager M3S 1 en presence de differents compos6s. 

Figure 4 : (A) Structure du transgene et les deux types de transcrits 
produits par epissage altematif: Les fleches indiquent la position des amorces 
utilisees pour la PCR. 

20 (B) Analyse, en gel d'agarose 2% des produits de PCR. M 

indique les marqueurs ADN correspondant a des multiples de 100 pairs de bases 
(pistes 1 et 6). Les PCR sont effectuees sur des AJRNs issues de cellules non traitees 
(pistes 2 et 3), traitees par 1 uM du compose C 27 (piste 4) ou par 1 uM du compose 
Ch (piste 5). 

25 

Rxem ple 1 : Inhibition in vitro de Pep issage de deux types de pre-ARNm 
tnodeles 

Les composes presentees dans les Tableaux 1 et 2 ci-apres ont et6 testes dans 
des gammes de concentration de 1 uM, 10 pM et 100 uM, et sont selectionnes dans 
30 un premier temps sur la base de leur capacite d'inhiber, in vitro, Pepissage de deux 
types de pre-ARNm modeles. 
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CODEdes MOLECULES FORMULE CHIMIQUE 



NOMENCLATURE 



C1 



C2 



C3 






N , K9-Me!ho3y-5,6,1 1-<rimotfiyl-6H-p 
thy *-proparx>-l ,3-cflamine 



N*-<2-Melhaxy-6,1 1 -dimelhyWH-benz 
o!b)c^azor-10^iHJ,N-dimelhyH>r 
opane-1 ,3-diamine 



1 O^toro^e^ntethyWH^doiy 
.4^4,SJpynx>Io(2,3^risoquir»oIine 



C4 




Acetic acid 9+ydray-S-methytW-p 
yrido[4>b]earbazol-1-irf ester 



C5 




1 K^imethyiarnfno-propylamlno)*m 
elhyV€H-pyridol4,3-b)c2fbazoJ^oi 



C6 



C7 



C8 




9-Methoxy-5^nethyt-6H-pyridoI4,3-b] 
caibazote-1-carbaWehyde oxJme 



3-bJcarbazoM 1-yt)-N.N-dimemyl-pr 
opane-1 diamine 



N,N-DfeihyWK9-melha>cy^inetfty»- 

6H-pyrWo[4.3-blcart)a2oH.yI>pn)p 

ans-t.3-di3rofne 



Tableau 1 
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CODE des MOLECULES FORMULE CHIMIQUE 



NOMENCLATURE 



10 



C1 



C2 



C3 



C4 





yridoH,3*}caibazoM-ylHJ,l«lme 
thy4>ropane-1 ,3-diamine 



|sT-(2-Methoxy-6,1 1-d&nethyl-5H-benz 
opjJcarbazoH 0-yl)-N,N-cfimethyl-pr 
opane-1,5<Saniine 



1 0^!o^>-2 t &<Iimethy}-2H-pyridoI3 , 
,4 , :4,5JpyrroloI2,3-9Psoqi&ioHne 



Acetic add 9-hydroxy-5-fnelhyl-6H-p 
yridc{4,3-blcarbazDl-1-yl ester 



15 



C5 




1^3X»lmethylamino-propylam!no)-5-in 
eUiy!^H-pyridol4,3-b3carbazol^-cI 



20 



25 



C6 



C7 



C8 



C9 




/ H 





9-Methoxy^nethyl-6H-pyrido[43*l 
carbazole-l-carbaldehyde oxime 



N'-(9-M emoxy^metfry^H-pyrido[4, 
3-b]carbazoH 1-y!)-N.N-dimethy!-pr 
opane-1,3-dIemIne 



N.N-Dielhyl-NMS-tnelhoxy^-methyl- 

6H-pyrido[4 t 3-l)]carbazoH-yf>-prcp 

ano-1.3-dIamin8 



N*-<6.1 t-OJmethyWH-pyrldo[3\4*:4 
,5lpyrrolo[2,3-gjteo<|ulnonn-10^t) 
-N ,N-<Jimetfiirt-propane-13-<Uamine 



30 



C10 




AllyK^melhoxy-5.11-dimel»iyl-SH-p 
yridoI4,3-b]caibazol-1-yt)-amine 



i er aepot 
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>— ' N*r.N'1*-0ielh>1-N-4*-<9^elhoxy-5 
r^AA V, -melhyJ-6H-pyridoH.3-b]cart>a2ol-1- 



C16 



C17 



C19 




N.N-Dimolhyl-N'KS-methyl-SH-pyrick) 



CI 2 In ifT^i t3',4':4.5)pyrrotoI2,3^Ilsoq U ffK>U 



Wvfelhoxy-1 ^9-fr>ethoxy-5-melhyl- 
pi-J >*\ ^X^^Jr\ 6H-pyrido{4.3-b)caxba2Dj-1-yfammo) 



4iexy!an^l-2^-dimethyl-6H-pyrido 
[4,3-b]carbazol-2Hum; iodide 




{3^4^S-AmirK>iyopyJ)-pfpera2ff>-1 - 

C14 J ^ F\J yI}-pfopyfH9^>elhoxy^5-mQthyi-6H- 

/) pyrido[4,3-blcaffaa2ol-1-yJ>.2fTirno 

- «C > (3-lmkla2ol-1-yl-propyl)-{9-methoxy 

1-yJ)-amine 





(9^e(hoo<y^,6^nwlhyk6H-pyTkjo(4 

,3-bJcarba2oM-yfH2U,6.64elram 

ethyi^peridin-4-yl>arn!no 



o N-ElhyhN-{3-{9-methoxy-5.11^Kmeth 
y^H-pyndof^^Jcaftezoi-l -ylami 
no)-propyfl-succinamIc acid 



<>irtaminoH>rcwrt)-succinani!c acid 



5,1 1-0imelhyM-(3-methyl-butylairfn 
O^6H-pyridoC4,34>JcaibazD(-9-0l 



2-{P-Hyarcxy-elhylH3^&<nelhsrt.5 



11 



\-J NM*,N*1*-Ote*hyJ-NMM9^ne!hoxy-5 
/ ^elhy WH-pyridoI4,3-b]cajbazo}-1 - 

d 1 V*\ yi)-pentane-1 ,4-diamine 




C12 T JTjl J !) n-10-y1)-propano-1 ,3-cfiamtne 



»^femoxy-1 46-(9-meihoxy-S-rnelhyJ- 
, . 6H-pyrido{4.3-blcarbazDM-y1amino) 
C13 «Q YYYV 4texylarnino}-2,5-c&nethyt-6H-pyr1do 



[4,3-b]carfcazo}-2-4um; iodida 



{3 44^3-Amino-f>ropy1>-pip€razftv1 - 
10 C14 *~Y***r\-l pyridoJ4.34>JcarbazDH^I>amlne 




(3-lmWazDl-1-y!-propylH9-nie»hoxy 

C15 ^^^CV - 1 5 fff^ w 



15 jr^ - 



(9^1ethoxy-5,&<finiethyl-6H-pyr{do[4 
,3-bIcartezol-1-yIH2 > 2 l 6,6-tetram 
Q*IQ " T ^C^\. ethyH»ipericffrv4-yO-«mine 




POf N-Elhyl-N-l3-(9-mettioxy-5.1 1-cfimeth 

CJ7 "Y^J iT'T^I y^6H^<fol4,3^]caita20i--1-ylaml 



no)-propylj-succtnamic add 



H 




^ ~„ o n rr^V >! V ° ' Bhyt W (6 i ethyl 5H-pyrid 43 

0-y!arrmo)-propyIJ-sucdnamic add 



25 r^-v-H 



5,1 1-DSmelhyI-1-<3-melhyJ-faLrlylamin 
o>^-pyrido[4.3-bIcarbazDr-9-oJ 



2-{(2-Hydroicy-elhyIH3-<6.methy1-5 
H^yrido{3 , ,4^4,5lpyiro!oI2,3-flrt3 
r^OA ¥ sS V- Z* 8 ^ ^ oquInonn-IO-ylaminoVpropyll-arnino 
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C21 



C22 



r 



, — 




JTU 




N.N-OielhyW4'-(6-memy|.5H.pyrfcJo[ 

3\4^5]pyrrolol2>g]teoquinonn 

-10-yl)-ethane-i,2-diamlne 



N'-<9-Ben2yJoxy-6-mfithoxymethi4-5-m 
etIiyWH-pyric}o{4>bJcarba2oJ-1-yi 



C23 




1 -<3-Dtelhylamino-propytemino>-6-fT>e 
thoxymethy^5-^lhyWH.pyndo{4.3- 



bJcarbaztrf-9-ol 



C24 



C25 




N*1M6^ethyl-5Hi>yrfdoI3 , .4-:4,SJ 
pym*>p,3-gIIsoqu?noJir>-1 a-yj).pr 
opane-1.3<fiamme 



C26 




1^3-DteUTylamino-propytemtno>-5,6, 
1 1 -trimeIhy!-6H-pyrido(4,34j)cafba2 



C27 




N1 M9-Me1hoxy-5.11-dimethyl-6Hi3y 
* J |4,3-b]carbazDM-yO-pfopano-1 



i wyww «w 



C21 



12 

r 




N r N-DIelhyi-N , -(6-melhyl-5H-pyri do{ 
3\4 , :4^JpyTOlop,3-gPso<iuinoSn 
- 1 0-yl)-etfian&-1 ,2-dfantina 



C22 




ethy}-6H-p>Tldo[4,3-blcaTt)a2oH->1 
}-N,N-d!etftyH>ropane-1 ,3-dIamme 



C23 




1-(3-Dielhytaminc>-pnDpylamino>-6^ne 
thoxymethyl^meftv4-8H-pyrido[4 I 3- 
b]caxbazo{-S-ol 



10 



C24 



C25 





94V!ettu)xy-5HTiethyt-4,8-dmydro-3H-p 



NM*-(^Methy»-5H-pyrtdoI3 , ,4 , :4^I 
pyn-olol2,3-g]fsoqulrtofln-1 0-y!}-pr 
opane-1 ,3-diammQ 



15 



C26 




l^a^DIethylamino-propylamhohS.e, 
1 1 -trimelhyf^H-pyndo[4,3-blcarfaaz 
ol-9-ol 



20 



C27 




N*1 *-<&-Me»ho3y^1 1-dimethy^6H-py 

rldot4>b]carbazrf-1-yt)-propane-1 

,3-<fiamine 



25 
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Tableau 2 : 

CODE des MOLECULES FORMULE CHIMIQUE NOMENCLATURE 




6-<2-Dime0iylamfho-elhyf3nitno>.benz 
o[c]phenanthridin-3-ol 



I- (3-DImelhylamino-propyIam!no>-5fli 
elhyl-naphihol2,3-g]is£)quinoime-6. 

II- dione 



8-Pyrrolidln-1-y}-[1 ,2,4Jlriazolo[4 
,3-alpyrazine 



4-Chloro-2-melhy$-5.6,7,8.9.10-he)fa 
hydro-3,1 0-dfaza-benzo{a]azu!ene 



8 r Hydroxy-2,3,4,9-tetrahydn>-carbaz 
oM^one - 



N-<2,4-Dinnro-phenyl)4>r-{2-melhyl 
-furan-3-ytmelhyJene>-hydra2ine 



5,8-Dime(hyi-9H-caTbazol-3-ol 



5.^thoxy-4-methyMa,5-dihydro-2H- 
isoquinolin-1-one 



1 -Me%i-banzo[hJquinolin-8-oI 
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Tableau 2 



CODE des MOLECULES 



FORMULE CHIMIQUE 



NOMENCLATURE 



10 



A 
B 



r 





6^24DImeilTylamlno^th^amIno>ben2 
oJc]phenanlhj1din-3-oJ 



H3^^elhylamfno-propytamino)-5-ni 

eaiyl-naphlhoI2,3-g]isoquinortne-6, 

11-dione 



8-Pynro^v1^yK1A4]tria20toI4 
,3-alpyrazme 




4-ChIoro.2-methyV5,6.7.8.9,1 0-hexa 
hydm-3,10-<ttaza-benzo[a]azulene 



15 




8-Hydraxy-2,3A9-tetrahydro-cartoaz 
oM-one 



N^2,4-DinIirtH3h£nyJ)-NH2-methy1 
-^uran-3-ytrnethyfen9)-hydra2ine 



20 



H 




5,&01melhyl-9H<arbazoWK)t 




5^etlwxy-4^elhy}-4a,5^ciihydm-2H- 
Isoquinollr>-1 -one 



25 




1 -Melhyf-bsn2DlhIquinonrv6<Jl 



K 



6-MethyI-5H-pyrido[4,3-b]indole-7-c 
afbaldehyde 



30 
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Le Tableau 1 represente les composes selon l'invention et le Tableau 2 Ies 
composes testes ayant une structure chimique differente des composes selon 
l'invention. 

5 Le premier type de pre-messager correspond au Minx derive d'un transcrit 

d'adenovirus et dont l'epissage est constitutif (Zillmann, M. et al. (1988), Gel 
electrophoretic isolation of splicing complexes containing Ul small nuclear 
ribonucleoprotein particles. Mol.Cell Biol. 8, 814-821). Ce pre-messager est obtenu 
sous forme radioactive par transcription in vitro selon un protocole fourni par la 

10 societe Promega en utilisant 1 ug de plasmide linearise, 20 unites de la polymerase 
SP6 et 5 uM [a-32P] UTP dans un volume de reaction de 25 ul. 
50 fmoles de ce transcrit sont utilisees pour des reactions d'epissage standard 

contenant dans 20 u l : 10 mM T ri&hanolamine pH 7,9 ; 50 mM KC1. 0.1 mM 

EDTA ; 10% glycerol ; 0,5 mM DTT ; 20 mM creatine phosphate ; 2,5 mM ATP ; 

15 2,5 mM MgCl 2 et 6% polyvinylalcool. On Iaisse incuber les reactions pendant lh a 
30°C. 

Pour tester l'effet des composes selon l'invention, 1 ul de la dilution 
adequate de chaque compose est ajoute au d6but de la reaction sous forme d'une 
solution soluble dans du DMSO 10%. 
20 Les ARNs produits au cours de la reaction d'epissage sont extraits, analyses 

sur un gel denaturant de polyacrylamide 7% puis rev61es par autoradiographie. Un 
exemple de l'inhibition de l'epissage du transcrit Minx obtenu avec 10 uM du 
compose C 2 (piste 4) est presents sur la Figure 1. 

25 Le second type de pre-messager M3S1 est derive du gene de la Beta-GIobine 

humsine (Labouricr. E. et al. (1999). Antagonism between RSFi and SR proteins 
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Un exemple de Pinhibition de P6pissage de M3S1 obtenu avec 10 pM des 
composes C 2? C 3 et Cu (pistes 4, 5 et 12) est pr^sente sur la Figure 2. 

L' activity des produits a egalement ete testae dans des reactions de formation 
de complexes d'6pissage in vitro (Figure 3) comme decrit dans Pilch B. et al. 
(Specific inhibition of serine- and arginine-rich splicing factors phosphorylation, 
spliceosome assembly, and splicing by the antitumor drag NB-506. Cancer 
Res.200L 61, 6876-6884). 

Les reactions d'Spissage du transcrit M3S1 en presence des diff&rents 
composes selon Pinvention realis&s dans les m6mes conditions que celles dScrites 
pour la Figure 1 sont arrStees aprSs 30 minutes d'incubation par addition d'heparine 
et de glycerol a une concentration finale de 1 mg/ml et 15%, respectivement Les 
complexes d'Spissage sont separes sur un gel d'acrylamide 5% non denaturant et 
sont r6v616s par autoradiographic 

La Figure 3 montre un exemple d'inhibition de la formation des complexes 
d'epissage A et B au detriment de Papparition de complexes abortifs pour les 
composes C 2> C 3 et Ci 4 (pistes 3, 4 et 9), utilises a une concentration de 50 faM. 

Tous les composes representes dans le Tableau 1 sont capables d'inhibey la 
formation des complexes d'6pissage du transcrit M3S1 a une concentration 
comprise entre 10 \xM et 50 \xM. 

. Bxemnle 2 : Inhibition in vivo de Fepissage ESE-deoendant d e FARNm de 
la GFP (Green Forest Protein) 

Afin de tester l'efficacite des d6rives ellipticines ex vivo y des lignees 
cellulaires HeLa de fibroblastes ont ete etablies exprimant de fa9on stable un 
transgdne correspondant a la GFP dont la sequence a ete interrompue par une 
sequence ESE flanquee de deux introns identiques du gene de la Beta-Globine 
humaine decrit dans Pexemple 1 (voir Fig. 4A). 

Pour detecter les ARN messagers issus de Fepissage de ce gene, la technique 
de RT-PCR a 6t6 utilisee avec des amorces dans la sequence GFP de part et d'autre 
de PESE et les produits de PCR ont 6t6 analyses sur gel d'agarose. 

Dans presque toutes les lignees Stablies, un seul fragment de 250 paires de 
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bases (pb) est amplifie par PCR (Fig. 5A, pistes 2 et 3) et il correspond a un ARN 
messager qui a inclus l'ESE entre les deux sequences GFP. 

Le resuitat indique que l'ESE a un effet dominant et l'ARN messager 
produit apres epissage contient les deux parties de la GFP interrompues par l'ESE 
5 (Fig. 4A, GFP-ESE-GFP). 

A 1'inverse, le traitement des cellules par des derives d'ellipticine C28 
(piste 4) et C u (piste 5) fait apparaitre un fragment de 194 pb, au detriment du 
fragment 250 pb, qui ne contient plus de sequence ESE entre les sequences GFP, 
demontrant ainsi que certains derives d'ellipticine selon l'invention peuvent 
10 supprimer l'effet des ESE dans les cellules. 

Tous les autres composes represented dans le Tableau 1 ont ete teste a une 
concentration au moins egale i^Met se sont averes inefficaces dans ce test a 
cette concentration puisqu'ils n'ont.pas induit un changement dans le profil 
jrepisggp-auTfansgene GFP-ESE: 




15 Neanmoins, on peut signaler que l'ESE du transgene GFP-ESE utilis6 dans 

les experiences decrites ci-dessus est specifique de la proteine SR SF2/ASF et il est 
tout a fait probable que les autres composes selon l'invention represented dans le 
Tableau 1 soient capables d'influencer l'epissage contrdle par d'autres types d'ESE 
specifiques des autres prolines SR (SC35, 9G8, SRp55, SRp40 ou SRp75). La 

20 predente invention englobe done l'utilisation des composes derives d'ellipticine 
et/ou d'aza-ellipticine pour le traitement des maladies g<Sn<§tiques resultant de 
l'alteration des processus d'epissage, soit consecutifs, soit dependants de sequences 
regulatrices ESE, ISE, ESS ou ISS. 



25 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation de composes derives d'ellipticine et/ou d'aza-ellipticine correspondant 
a la formule I suivante : 

5 




Formule 



dans laquelle : 
10 X represente N,CR4ouNR4, 

represente une double liaison lorsque X represente CR4 ou N, et represents 

une simple liaison lorsque X represente NR4, 

R4 represente un atome d'hydrogene, un groupement alkyle de CI h C6, un 
groupement hydroxyle ou un atome d'oxyg&ie substitue par un groupement alkyle 
15 de CI a C3 lui-meme 6ventuellement substitue par un groupement ph6nyle, 
Rl represente : 

• un atome d'hydrogene ou d'halog&ie selection^ dans le groupe F, CI, Br et I, 

ou 

• un groupement -N-R6R7, 

20 ou R6 represente un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle de C 1 a C3, et 
R7 represente : 

• un cycle en C6, satur6 ou insature, comportant 6ventuellement un atome 
d'azote, et Sventuellement substitu6 par un ou plusieurs groupements 
alkyles en CI a C3, ou 
25 • un groupement alkyle de CI a C6 linSaire eventuellement substitue par un 

groupement tel que : 



i er aepoi 
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ledit groupement etant eventoellement substitue par un groupement alkyle en CI a 
5 C3 lui-meme 6ventuellement substitue par un groupement amine, 

• un groupement -NH-R8 

ou R8 represente un groupement alkyle- Y-R9R10 
ouIe_graup^ment alkylejcepresente-ungroupement-de-G4 a G4eVentueHement- 

insature et Y represente un atome de carbone ou d'azote et R9 et RIO 
10 represented chacun independamment un atome d'hydrogene ou un 

groupement alkyle en CI a C4 eventuellement substitu<5 par un ou plusieurs 

groupements hydroxyle et/ou oxo, ou 

• un groupement ~C=N-OH ou -0-C(=0)(CH 3 ), 

R2 represente un atome d'hydrogene, un groupement methyle ou un groupement - 
15 NH-(CH 2 ) 3 -N(CH3)2, 

R3 et R5 represented chacun independamment Tun de Pautre un atome 
d'hydrogene ou un groupement methyle ou meuaoxymethyle, et 
les sels pharmaceutiquement acceptables desdits composes, leurs isomeres et/ou 
melanges-de ceux-ci, 

20 pour la preparation d'un medicament utile pour le traitement de maladies genetiques 

resultant de raliihatioii etas processus d'epissspc. 
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3. Utilisation selon les revendications 1 et 2 caracterisee en ce que les processus 
d'epissage sont soit constitutifs, soit dependants de sequences rggulatrices ESE. 

4. Utilisation selon les revendications precedentes caracterisee en ce que lorsque X 
5 represente CR4, 

Rl represente un groupement -N-HR7 ou R7 represente une piperidine, ou un 
groupement -N-R8 ou R8 represente un groupement propyl-N-R9Rl 0, ou un 
groupement -C=N-OH ou -0-C(=0)(CH 3 ), 
R2 represente un groupement methyle, 
10 R3 represente un atome d'hydrogene, 

R4 represente un groupement hydroxyle ou un atome d'oxygene substitue par un 
groupement methyle lui-meme eventuellement substitue par un groupement 
ph6nyle, et 

R5 represente un atome d'hydrogene ou un groupement methyle. 

15 i 
5. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 3 caracterisee en ce que 

lorsque X represente N, 

Rl repr6sente un atome de chlore ou un groupement -N-R8 ou R8 represente un 
groupement propyl-N-R9Rl 0, 
20 R2 represente un atome d'hydrogene ou un groupement methyle, et 
R3 et R5 represented un atome d'hydrogene, et 
R4 represente un atome d'hydrogene ou un groupement methyle.. 

6. Utilisation selon les revendications 1 et 4 caracterisee en ce que Ie compose est 
25 choisi dans le groupe constitue par : 

• laNM9-m61hoxy-5,6,ll-trimetoy^^ 

dimethyl-propane-1 ,3-diamine, 

• laN'-(2-methoxy-6,ll-dimethyl-5H-benzo[b]carbazol-10-yl)-N,N-dim6thyl- 

propane-1 ,3-diamine, 

30 • l'ester de l'acide 9-hydroxy-5-m6thyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazol-l-yl ac6tique, 

• le l-(3-dimethylamino-propylamino)5-methyl-6H-pyrido[4,6-b]carbazol-9-ol J 

• la 9-methoxy-5-methyl-6H-pyrido[4,3-b] carbazole- 1 -carbaldehyde oxime, 
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• la NXP-methoxy-S-methyl-eH-pyridof^S-bJcarbazol-l 1 -yl)-N,N-dimethyl- 
propane- 1 ,3-diamine, 

• laN,N-di6thyl-N'K9-m6thoxy-5-methyl-6H-pyrido[4 } 3-b]carbazol-l-yl)- 
propane-l,3-diamine, 

• l'allyK9-m£thoxy-5,ll-(Km^ 

• la mW*.Di^w^MJK^5fl^ 
yl)-pentane- 1 ,4-diamine, 

• l'iodure de 9-m&hoxy-l-[6-(9-m&hoxy 
ylammo)-hexylammo]-2,5-dime%l-^^ 

• la{3-[4(3-amino-propyl)-pip6razin-l-yl]-propyl}-9-methoxy-5-m6%l-.6H- 
pyrido[4,3-b]carbazol-l -yl>amine. 

• la (3-imidazol-l-yl-propyl)-9-m6thoxy-5-methyl-6H-pyrido[43-b]carbazol-l -yl)- 
amine, ~ 



• la (9-m^xy-5,6Klin^ 
piperidin-4-yl)-amine, 

• l'acideNH§thyI-N-[3K9-methoxy-5,n^ 
ylamino)-propyl]-succinamique, 

• le 5,1 1 -dimethyl- 1 <3-mefhyl-butylamino)-6H-pyrido[4,3-b]carbazol-9-ol, 

• la N , -(9-ben 2 yloxy-6-m^thoxymemyl-5-methyl-6H-pyrido[4,3^ - y l). 
N,N-di6thyl-propane- 1,3-diamine, 

• le H3-die^yIamino-prqpylamino)-6-m^ 
b]carbazol-9-oI, 

• le 9-methoxy-5-methyl-4,6-dihydro-3H-pyrido[4,3-b]carbazole, 

o le 1 -(3-diethylamino-propylanoino)-5 ; 6,l 1 -trim6thyl-6H-pyrido[4,3-b]carba2ol-9- 
ol. 
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• laN'^ejl-dimdthyl-SH-pyridoP'^'r^SlpyrroloP^-glisoquinolin-lO-yO-N^- 

dim6thyl-propane- 1 ,3-diamine, 

• laN,N^i6m6thyl-N'K6-methyl-5H-pyrido[3%4^4,5]pyrrolo[2,3-g]isoquinolin- 

10-yl}-propane- 1 ,3-diamine, 
5 ♦ Pacide N-ethyl-N-[3^6-methyl-5H-pyrido[3%4^4,5]pyrroloP 
1 0-ylamino)-propyl]-succinamique, 

• le 2-{(2-hydroxy-e^^ 

isoquinolin-1 0-ylamino)propyl]-amino} -6thanol, 

• laN,N~diethyl-^^^ 
10 yl)-6thane-l ,2-diamine, 

• laN*lM6-methyl-5H-p^^ 
1 ,3-diamine, 

8. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee en 
15 ce que le compost est choisi dans le groupe constitue par : 

• laNM2-me^oxy-6,n-dim&hyl-5H-benzoM 
propane- 1 ,3 -diamine, 

. la 10-chloro-2,6-dimethyl-2H^^ 

• la{3_[4(3-amino-propyl)-pip6razin-l-yl3-propyl}-9-methoxy-5-m^ 
20 pyrido[4,3-b]carbazol-l-yl)-amine. 

9. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que les maladies genetiques 
resultant de l'alteration des processus d'epissage sont notamment le syndrome de 
frasier, la d6mence fronto-temporale, le parkinson lie au chromosome 17, 

25 l'encephalopathie, la mucoviscidose atypique, des neuropathologies, et certains 
cancers dans lesquelles le processus global de l'epissage est affecte. 
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10. Utilisation selon la revendication 1, caract6risee en ce que ledit medicament 
comprend egalement un excipient permettant de formuler les compos6s selon la 
formule I. 



lei uwpui 
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11. Utilisation selon l*une quelconque des revendications precedentes, caracteiisee 
en ce que Iedit medicament se pr6sente sous forme solide ou liquide pour gtre 
prepare et administre par voie intraveineuse. 
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